急性髓系白血病（AML）作为血液恶性肿瘤，化疗和造血干细胞移植（HSCT）是其治疗的主要手段。中外AML诊疗指南[@b1]--[@b3]推荐高危AML在第1次完全缓解（CR~1~）期接受异基因造血干细胞移植（allo-HSCT），可明显改善预后；低中危AML缓解后可接受含大剂量阿糖胞苷（HD-Ara-C）方案巩固化疗，但仍有相当一部分患者复发。为了获得更好治疗结果，目前AML治疗已发展成为分子靶向治疗、生物免疫治疗、细胞治疗、HSCT等组成的多元化体系。近年来非移植背景下过继性免疫细胞治疗------异基因NK细胞治疗AML取得一定疗效，文献报道的治疗方法均为氟达拉滨联合环磷酰胺预处理后单纯NK细胞输注[@b4]，巩固化疗联合异基因NK细胞输注尚缺乏相关报道。本研究回顾性分析了23例低中危AML患者巩固化疗联合异基因NK细胞输注的治疗效果，现将结果报告如下。

对象与方法 {#s1}
==========

1．研究对象：治疗组为2014年1月至2019年6月在北京大学人民医院诊治的低中危AML患者[@b1]。诊断标准参照WHO（2016）造血和淋巴组织肿瘤分类[@b5]。所有患者均经化疗达血液学完全缓解（CR），且巩固3个疗程后，应用化疗联合异基因NK细胞回输。接受NK细胞预防治疗的患者均签署知情同意书。对照组为我院同期收治的性别、年龄、预后危险分层同治疗组1∶2匹配的AML患者，且治疗组巩固化疗联合NK细胞输注前与同期对照组均处于血液学CR状态。

2．治疗方案：所有AML患者诱导及巩固化疗均按北京大学血液病研究所诊疗常规进行。诱导方案包括采用"3+7"方案（IA、小剂量MA、HAA或CAG方案）化疗。获得部分缓解（PR）的患者采用原方案再诱导。缓解后给予2\~4个疗程HD-Ara-C方案（Ara-C 2 g/m^2^，每12 h 1次，第1\~3天），之后接受DA、MA、AA、HAA、MAE等方案化疗，巩固治疗6\~8个疗程。

3．亲缘异基因NK细胞输注：采集亲缘单倍型健康供者外周血40 ml，将其移至淋巴细胞分离管中，800×*g*离心15 min；离心后将血浆吸出，灭活后备用；取新鲜分离出的单个核细胞（1.5\~3.0）×10^7^与滋养细胞共同培养于含10%自体血浆的GT-T551-H3培养基内，将细胞置于37 °C、5%CO~2~的恒温培养箱中培养诱导。第11天，取细胞悬液进行无菌、内毒素及流式细胞术检测；第13天收取细胞制成制剂进行回输。于巩固治疗第4\~7个疗程（非HD-Ara-C方案）第2\~4天输注NK细胞，常规给予1 g葡糖糖酸钙预防及抗过敏。

4．骨髓检测方法：骨髓细胞形态学评估参见文献[@b3]。骨髓细胞多参数流式细胞术（FCM）分析方法参见文献[@b6]。骨髓标本采用G显带法分析染色体核型[@b7]。分子生物学检测：采用实时荧光定量PCR（RT-PCR）方法检测RUNX1-RUNX1T1、NPM1、CBF-MTH11等转录本水平[@b8]。

5．疗效评估：CR、PR、复发的评估标准参见文献[@b3]。无白血病生存（LFS）时间指从CR到复发或死亡的时间。总生存（OS）时间指从诊断到死亡或末次随访的时间。MRD相关定义依照2018年ELN MRD工作组共识，检测方法包括FCM或RT-PCR。NPM1突变、RUNX1-RUNX1T1、CBFβ-MYH11融合基因作为MRD检测标志，无上述分子标志的均采用FCM检测。①MRD阳性：FCM定量检测骨髓异常免疫表型的微小残留细胞≥0.1%或RT-PCR法检测上述特异基因为阳性；②MRD阴性：FCM定量检测骨髓异常免疫表型的微小残留细胞\<0.1%或RT-PCR法检测上述特异基因阴性；③MRD阴转阳（分子学复发）：骨髓MRD由阴性转为阳性，且4周后骨髓MRD水平上升\>1个数量级；④MRD阳转阴：治疗后RT-PCR或FCM检测MRD转为阴性[@b9]。

6．随访：通过电话或病案查询方式进行随访，69例患者无一例失访，均可进行疗效分析，随访截止时间为2019年5月31日。

7．统计学处理：统计分析均采用SPSS 20.0统计软件完成。对于两组患者临床特征的差异性分析，分类变量采用卡方检验，连续变量采用两独立样本*t*检验或Mann-Whitney *U*检验。Kaplan-Meier法用于分析LFS与OS，并采用Log-rank检验比较组间差异。*P*值采用双侧分析，*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．临床特征：治疗组共23例（低危16例、中危7例），其中男11例，女12例，年龄（50.1±15.3）岁。治疗组与对照组患者基本情况在性别比例、年龄构成、诊断、FAB分型、分子标志、预后分层、初诊时血细胞计数等差异均无统计学意义（*P*\>0.05）（[表1](#t01){ref-type="table"}），表明两组病例具有均衡性。治疗组1个疗程诱导治疗达CR者占88.5%（23/26）；对照组1个疗程诱导治疗达CR者占84.8%（39/46），两组2个疗程治疗后均达CR。

###### 治疗组与对照组急性髓系白血病患者一般资料及临床特征比较

  变量                                治疗组（23例）          对照组（46例）       *Z*/*χ*^2^值   *P*值
  ------------------------------- ----------------------- ----------------------- -------------- -------
  性别（例，男/女）                        11/12                   22/24                0         1.000
  年龄（岁）                             48.0±14.9               47.6±14.5            -0.510      0.959
  FAB分型［例（%）］                                                                             
   M~2~                                 17（73.9）              37（80.4）            0.383       0.536
   M~4~                                  4（17.4）               5（10.9）            0.144       0.705
   M~5~                                  2（8.7）                4（8.7）               0         1.000
  初诊血细胞计数［*M*（范围）］                                                                  
   WBC（×10^9^/L）                   11.3（3.9～39.4）       12.5（4.4～41.4）        -0.067      0.947
   HGB（g/L）                          95（75～101）           88（66～108）          -0.091      0.928
   PLT（×10^9^/L）                     62（37～95）            46（21～114）          -0.389      0.697
  骨髓原始细胞［*M*（范围）］      0.470（0.355～0.725）   0.505（0.325～0.655）      -0.168      0.867
  分子标志［例（%）］                                                                   0         1.000
   NPM1^+^FLT3^−^                        7（30.4）              14（30.4）              0         1.000
   CEBPA^++^                             4（17.4）               8（17.4）              0         1.000
   CBFβ^+^C-Kit^−^                       3（13.0）               6（13.0）              0         1.000
   ETO^+^C-Kit^−^                        2（8.7）                4（8.7）               0         1.000
   无特殊标志                            7（30.4）              14（30.4）              0         1.000
  预后分层［例（%）］                                                                   0         1.000
   低危                                 16（69.6）              32（69.6）              0         1.000
   中危                                  7（30.4）              14（30.4）              0         1.000

2．治疗组NK细胞临床资料：治疗组23例低、中危患者于巩固化疗第4\~7个疗程共输注45次NK细胞，输注1\~4次的患者分别有8、10、3、2例，中位输注2（1\~4）次。中位NK细胞输注数量7.5（6.6\~8.6）×10^9^/L，中位细胞存活率95.4%（93.9%\~96.9%），其中CD3^−^ CD56^+^细胞数5.0（1.4\~6.4）×10^9^/L，占76.8%（30.8%\~82.9%）；CD3^+^CD56^+^细胞数0.55（0.24\~1.74）×10^9^/L，占8.8%（4.9%\~20.9%）。不良反应方面，仅2例患者输注后即刻出现短暂发热，所有患者均未出现移植物抗宿主病（GVHD）表现。

3．疗效分析：治疗组NK细胞输注前MRD阴性、阳性的患者数分别为14、9例，对照组MRD阴性、阳性的患者数分别为27、19例，两组间差异无统计学意义（*χ*^2^=0.030，*P*=0.862）。治疗组输注NK细胞前后疗效评估与同期对照组对比，MRD阴转阳患者比例治疗组与对照组差异无统计学意义\[14.3%（2/14）对22.2%（6/27），*χ*^2^=0.037，*P*=0.847\]。但治疗组MRD由阳转阴的患者占66.7%（6/9），明显高于对照组的10.5%（2/19）（*χ*^2^=6.811，*P*=0.009）（[表2](#t02){ref-type="table"}）。其中治疗组有1例MRD阴性患者发生了形态学复发，对照组有2例MRD阳性患者形态学复发。

###### 治疗组NK细胞输注后与对照组近期与远期疗效比较［例（％）］

  变量              治疗组（23例）   对照组（46例）   *χ*^2^值   *P*值
  ---------------- ---------------- ---------------- ---------- -------
  近期疗效                                                      
   持续MRD阴性        12（85.7）       21（77.8）               
   MRD阴性转阳性      2（14.3）        6（22.2）       0.037     0.847
   持续MRD阳性        3（33.3）        17（89.5）               
   MRD阳性转阴性      6（66.7）        2（10.5）       6.811     0.009
  远期疗效                                                      
   MRD阴性            10（43.5）       20（43.5）      1.045     0.307
   MRD阳性            13（56.5）       26（56.5）      1.855     0.208

注：MRD：微小残留病

截至末次随访，中位随访35（10\~59）个月，在形态学复发方面，虽然两组差异无统计学意义，但是治疗组形态学复发患者比例明显低于对照组\[30.4%（7/23）对50.2%（24/46），*χ*^2^=2.929，*P*=0.087\]；治疗组有4例（17.4%）患者因形态学复发死亡，对照组有13例（28.3%）患者因形态学复发死亡（*χ*^2^=0.976，*P*=0.323）。治疗组中有3例低危患者因分子学复发行allo-HSCT，对照组3例患者（2例低危，1例中危）因分子学复发行allo-HSCT。治疗组与对照组MRD阴性患者比例差异无统计学意义\[43.5%（10/23）对43.5%（20/46），*χ*^2^=1.045，*P*=0.307\]。值得注意的是，治疗组在近期疗效阳转阴6例患者中4例持续MRD阴性，2例MRD转阳。治疗组与对照组的预计3年LFS率分别为（65.1±11.1）%和（50.0±7.4）%（*P*=0.047，[图1A](#figure1){ref-type="fig"}），预计3年OS率分别为（78.1±10.2）%和（65.8±8.0）%（*P*=0.212，[图1B](#figure1){ref-type="fig"}）。

![治疗组和对照组患者无白血病生存（A）和总生存（B）比较](cjh-40-10-812-g001){#figure1}

讨论 {#s3}
====

尽管AML患者CR率达60%\~85%，然而中低危AML的治疗似乎达到了瓶颈，化疗方案的不断改进并未带来治愈率的大幅提高，CR患者中有50%\~70%终将复发。虽然个体化治疗、替代治疗等方式取得了一定进步，但仍不足以满足AML的治疗需要。因此，寻找复发率低、不良反应少及患者耐受性好的治疗策略依然是AML研究热点。近年来过继性免疫细胞治疗越来越受到关注[@b10]。早在2002年有研究证实，杀伤抑制受体（KIR）与供者不匹配的NK细胞可通过allo-HSCT治疗AML，可减少免疫耐受且不会出现GVHD[@b11]。2004年Passweg等[@b12]研究发现KIR与供者不匹配的供者NK细胞输注治疗allo-HSCT后AML患者有效。非移植背景下，2005年Miller等[@b13]首次报道了输注HLA半相合的异基因NK细胞治疗复发难治AML有效。

NK细胞对肿瘤细胞的识别、杀伤主要依赖于其表面的KIR和杀伤细胞活化受体（KAR），KIR与相对应的KIR配体，即具有特定表位的MHC-1分子结合，传递抑制信号，抑制NK细胞的杀伤作用。白血病细胞MHC-1分子水平下调或丢失，KIR不能识别受者白血病细胞KIR配体，KIR与KAR平衡被打破，此时供者NK细胞不能接受抑制性信号而被激活，发挥强大移植物抗白血病效应同时几乎不会产生GVHD效应[@b14]。因此有效扩增NK细胞数量和提高NK细胞杀伤活性是异基因NK细胞输注关键一环。目前NK细胞制备方法分为两大类，一类是非体外扩增方法，通过单倍体供者外周血采集分选NK细胞，通过此种方法可获得NK细胞数量约为2×10^7^/kg，平均CD56^+^CD3^−^细胞产率为（40±2）%[@b13]。最近，Romee等[@b14]通过上述方法联合IL-12、IL-15、IL-18激活NK细胞，获得NK细胞数量1.0×10^7^/kg，但CD56^+^CD3^−^细胞产率（\>90%）明显增高。另一类为体外扩增方法，主要机制为不同表型膜结合型蛋白人源白血病K562细胞构建成的工程细胞，通过共培养方式扩增外周血中的NK细胞，目前文献报道的有IL-15和4-1BBL工程细胞[@b15]、IL-21工程细胞[@b16]等，也有文献报道了脐血CD34^+^细胞用于扩增NK细胞，获得NK细胞数量（3\~30）×10^6^/kg，CD56^+^CD3^−^细胞存活率\>75%[@b15]。本研究应用IL-21和4-1BBL蛋白构建形成工程细胞，其mIL-21与NK细胞表面的IL-21受体结合激活STAT3信号转导系统引起细胞增殖，而4-1BBL则通过NK细胞表面的相应受体抑制细胞凋亡，二者协同作用促使NK细胞高效扩增，中位细胞存活率95.4%（93.9%\~96.9%），细胞存活率与文献报道一致[@b17]，是首次应用此技术获得NK细胞联合化疗用于治疗AML。目前NK细胞输注前主流预处理方式为大剂量氟达拉滨联合环磷酰胺，清除体内淋巴细胞，尤其调节性T细胞[@b4]。本研究NK细胞输注前处理方式与既往文献报道不同，我们在患者巩固化疗第4\~7疗程的第2\~4天进行NK细胞输注。

异体输注的NK细胞具有易活化，高效杀伤HLA-Ⅰ类分子低表达白血病细胞特点。业已证实NK细胞输注治疗AML取得一定疗效。

治疗复发难治AML方面，在Miller等[@b13]的研究中，19例复发难治AML患者输注HLA半相合异基因NK细胞，结果5例患者获得CR，4例KIR配体不相合患者中3例获得CR，而15例KIR配体相合者仅2例获得CR，揭示NK细胞异体反应性在AML缓解中有效。最近该研究团队[@b18]通过应用IL-2联合IL-2受体抑制剂白喉毒素融合蛋白（IL2DT），观察输注异基因NK细胞治疗复发难治AML患者的疗效，结果发现IL2DT组获得缓解患者比例明显高于非IL2DT组（53%对21%，*P*=0.02），6个月时无病生存率亦高于非IL2DT组（33%对5%，*P*\<0.01），提示用IL-2联合IL2DT抑制宿主调节性T细胞可增加异基因NK细胞的杀伤活性，提高复发难治AML治疗疗效。Curti等[@b19]观察了13例老年高危AML患者，输注单倍体供者NK细胞，结果5例疾病活动期患者仅1例获得短暂的CR，余4例没有临床效应；2例分子学复发的患者再次获得完全分子学反应（CMR）并分别持续9和4个月；6例形态学缓解的患者中3例分别在34、32和18个月仍处于LFS。目前已有文献报道，NK细胞输注治疗复发难治AML患者，安全性良好，对患者再缓解、维持CR以及MRD转阴方面均表现出较好疗效。

诱导后化疗阶段输注异基因NK细胞同样也取得喜人结果。Rubnitz等[@b20]对10例既往完成了4\~5个疗程化疗的儿童AML患者输注HLA半相合的异基因NK细胞，中位随访964（569\~1 162）d，结果2年EFS率为100%。2016年Curti等[@b21]报道了17例获得CR老年AML患者，输注HLA半相合的异基因NK细胞联合IL-2，结果3例MRD阳性AML患者均获得CMR；中位随访22.5（6\~68）个月，无病生存率为56%，44%的患者复发，中位复发时间9（3\~51）个月。最近，Dolstra等[@b22]应用脐血CD34^+^细胞扩增NK细胞，对10例获得CR老年AML患者进行输注，结果4例MRD阳性患者中2例转为阴性。本研究为了更好地评估NK细胞输注治疗疗效，同时我们对治疗组NK细胞输注前基线资料行1∶2匹配设置了对照组，结果治疗组MRD由阳转阴的患者比例明显高于对照组（66.7%对10.5%）；中位随访35（10\~59）个月，在形态学复发方面虽然两组差异无统计学意义，但是治疗组形态学复发比例（30.4%）明显低于对照组（50.2%）。治疗组预计3年LFS率为（65.1±11.1）%，明显高于对照组的（50.0±7.4）%（*P*=0.047），提示NK细胞输注可提高MRD阳性低中危AML患者转阴率，同时减少远期复发，结果与文献报道一致。本研究NK细胞输注前处理方式与既往文献报道不同，发现异基因NK细胞输注联合巩固化疗相比单纯巩固化疗的低中危AML患者可获得较好的临床结局。

总之，本回顾性研究结果显示巩固化疗联合异基因NK细胞输注有助于低中危AML患者达到更深层次的缓解，减少远期复发。由于病例数有限，异基因NK细胞输注在低中危AML患者维持治疗中的作用尚需前瞻性研究进一步证实。
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